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ABREVIATURAS 
 ASCs: células madre adultas, de su traducción del inglés “adult stem cells” 
 DMEM: medio de águila modificado de Dulbecco, de su traducción del inglés 
“Dulbecco′s modified eagle′s medium” 
 FACS: clasificación células activadas por fluorescencia, de su traducción del 
inglés “fluorescence activited  cell sorting” 
 ICC: células interticiales de Cajal, de su traducción del inglés “interstitial cell of 
Cajal” 
 ICQ: inmunocitoquímica 
 ISMC: célula  muscular lisa intestinal, de su traducción del inglés “intestinal 
smooth muscle cell” 
 MyoD: diferenciación miogénica, de su traducción del inglés “myogenic 
differentiaton” 
 PBS: tampón fosfato salino, de su traducción del inglés “phosphato buffer 
salino” 
 SM 22 : proteína  22 α del músculo liso, de su traducción del inglés “smooth 
muscle 22 α” 
 SM ALFA-ACTINA: alfa actina del músculo liso, de su traducción del inglés 
“smooth muscle alfa-actina” 
 SM MHC: cadena pesada de miosina del músculo liso, de su traducción del 
inglés “smooth muscle miosin heavy chain” 
 SMC: célula muscular lisa, de su traducción del inglés “smooth muscle cell” 
 SMemb: músculo liso embrionario, de su traducción del inglés “smooth muscle 
embryonic” 
 SNA: sistema nervioso autónomo 
 TBS: tampón Triss salino, de su traducción del inglés “triss buffer salino”  
 VSMC: célula muscular lisa vascular, de su traducción del inglés “vascular 
smooth muscle cell”
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1. JUSTIFICACIÓN 
Las células del músculo liso intestinal (ISMC Intestinal Smooth Muscle Cell)  son un 
componente crucial del tracto gastrointestinal del adulto y apoyan la diferenciación 
intestinal, el peristaltismo y la homeostasis epitelial durante el desarrollo. A pesar de 
estos roles críticos, el origen de las ISMC y los mecanismos responsables de su 
diferenciación y función, siguen siendo ampliamente desconocidos en los vertebrados 
(1), y lo mismo ocurre con sus procesos de regeneración tisular. 
La disfunción intestinal es una condición clínica grave caracterizada por la pérdida de 
motilidad, de la función de absorción y la desnutrición. Los tratamientos actuales no 
proporcionan la solución óptima para los pacientes debido a las numerosas 
complicaciones resultantes (2). 
Se conocen  bastante bien los procesos que tienen lugar en la renovación de la mucosa 
intestinal. Las células madres  pluripotenciales dan lugar a cuatro tipos diferentes de 
linajes epiteliales: enterocitos, células caliciformes productoras de mucus, células de 
Paneth y células enteroendocrinas. Estas células madre se localizan en posiciones 
específicas y expresan ciertas moléculas que las caracterizan. También se conoce que 
durante los procesos de regeneración ciertas células mesenquimales subyacentes a las 
células epiteliales, juegan un papel directo en la proliferación, diferenciación y 
apoptosis de las células epiteliales.  
Del mismo modo que lo hacen las células epiteliales, deberán de regenerarse (quizás 
con una tasa de renovación menor) el resto de los componentes celulares implicados en 
la funcionalidad del tracto gastrointestinal (neuronas, células gliales, células musculares 
lisas…). 
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Las células musculares lisas son células heterogéneas con un amplio rango de fenotipos 
distintos en diferentes estadios de desarrollo, e incluso en organismos adultos se pueden 
encontrar células no totalmente diferenciadas. Así mismo se encuentra heterogeneidad, 
además de fenotípica, en su ontogénesis. 
Esta heterogeneidad en sus características y origen, hace de la célula muscular lisa una 
población de la que se desconoce con exactitud los mecanismos de regeneración “in 
vivo” y de la que existe una bibliografía escasa, confusa y poco concluyente al respecto. 
La oportunidad de explorar los diferentes mecanismos de regeneración tales como la 
mitosis, la desdiferenciación o la generación de células musculares lisas a partir de 
células madres adultas residentes, incluso conseguir caracterizar y expandir in vitro las 
células madre progenitoras de músculo liso, tendría múltiples aplicaciones incluyendo la 
ingeniería de órganos y tejidos dentro de la Medicina Traslacional.
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2. INTRODUCCIÓN 
 
2.1 Tejido muscular.  
El cuerpo humano tiene la capacidad de moverse, desplazar la sangre y otros materiales 
a lo largo de la luz de las estructuras tubulares que forman parte de su organismo gracias 
a la presencia de células elongadas, especializadas y dotadas de la capacidad de 
contracción. Las células musculares se caracterizan por poseer grandes cantidades de 
proteínas contráctiles (actina y miosina) en su citoplasma, y por su particular 
organización celular en el tejido. Estas células musculares se dividen en tres grupos: 
estriadas, las cuales presentan bandas alternas claras y oscuras; lisas, carentes de estas 
bandas; y cardíacas con característica intermedias entre las anteriores.  
Para funcionar de forma eficiente al efectuar movimientos, la mayoría de las células 
musculares se agrupan en diferentes haces que se distinguen con facilidad del tejido que 
los rodea (1,3). 
Estas células constituyen el músculo esquelético, liso y cardiaco respectivamente. 
- El músculo esquelético se une típicamente al esqueleto a través de los 
tendones, también se conoce comúnmente como músculo estriado debido a su 
morfología estriada cuando se observa bajo el microscopio. Está inervado por el 
sistema nervioso somático bajo control voluntario. 
- El músculo liso se encuentra distribuido por todo el cuerpo.  En general en 
forma de haces o láminas de células fusiformes alargadas con finos extremos 
agudizados. La célula muscular lisa también llamadas fibra, carece del patrón 
estriado que se encuentra en los músculos cardíaco y esquelético, está 
especializada en contracciones lentas y prolongadas, se puede contraer a modo 
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de onda y producir movimientos peristálticos como los del tubo digestivo y la 
vía espermática del varón; o la contracción puede ocurrir en todo el músculo al 
mismo tiempo para producir movimientos expulsivos. Como característica 
exhibe una actividad contráctil espontánea en ausencia de estímulos nerviosos. 
La contracción suele estar regulada por neuronas posganglionares del sistema 
nervioso autónomo (SNA), la mayor parte del músculo liso está inervado en 
forma directa por los nervios simpáticos y parasimpáticos. 
- El músculo cardiaco conforma el miocardio en el corazón; es estriado en 
apariencia y debido a la presencia de un marcapaso eléctrico las células 
cardíacas se contraen de una manera rítmica y coordinada para generar latidos 
cardíacos, bajo el control del sistema nervioso autónomo (4).  
 
2.2 Importancia de células musculares lisas. Relación/ implicación en patologías. 
Las células del músculo liso (SMCs) constituyen una proporción vital de varios 
órganos, formando parte de diferentes tejidos y del proceso constante de renovación. A 
diferencia de los músculos esqueléticos o cardíacos que se diferencian terminalmente, 
las SMCs en animales adultos conservan una plasticidad notable y pueden experimentar 
cambios profundos y reversibles en el fenotipo, en respuesta a cambios en las señales 
ambientales locales (5). Esta plasticidad inherente también se observa en SMCs 
gastrointestinales. 
La formación y función del músculo liso son críticas en el desarrollo y en la vida 
postnatal. “In vivo” podemos encontrar células musculares lisas en múltiples 
localizaciones como en el sistema vascular, donde desarrollan un importante papel en la 
angiogénesis, en el mantenimiento de vasos y en la regulación de la presión sanguínea. 
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También encontramos células musculares lisas en diferentes órganos, especialmente 
pertenecientes a los sistemas respiratorio, genitourinario y gastrointestinal (6-8).   
Estas células musculares lisas están implicadas en las principales enfermedades que 
afectan al hombre, tales como ateroesclerosis, cáncer e hipertensión arterial. 
A nivel del tracto gastrointestinal, existe una gran variedad de enfermedades 
digestivas y cada una tiene síntomas concretos, aunque hay algunos que son comunes a 
la mayoría: inflamación, dolor o dificultad para hacer las deposiciones, pérdida de peso 
sin aparente razón, náuseas o vómitos, dolor abdominal, diarrea y reflujo. Estos 
trastornos de la motilidad pueden ser por fallo en el propio músculo digestivo 
(disfunciones miopáticas), o en los mecanismos de control (neuropáticas intrínsecas o 
extrínsecas).  Todo esto conlleva a la reducción de la actividad social y afecta 
significativamente la calidad de vida de los pacientes y al riesgo de complicaciones 
(cáncer de esófago, sangrado esofágico-gástrico, estenosis, perforación), siendo esto  
uno de los problemas más apremiantes de la medicina del siglo XXI (1, 3).  
 
2.3 Breve recuerdo anatómico de las capas del tracto gastrointestinal. 
Se puede describir el tracto gastrointestinal simplemente como “un tubo con paredes 
musculares, que va desde la boca hasta el ano” (4). La pared del tubo varía en cada 
compartimento, pero sin embargo la estructura básica es la misma a través de todo el 
tracto gastrointestinal. Gracias a estas variaciones las diferentes partes realizan 
diferentes funciones (4) Figura 1.  
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Figura 1. Esquema de los diferentes componentes del sistema digestivo. Adaptado de Atlas de histología vegetal y animal. 
https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-a/guiada_o_a_08digestivo.php. Accedido 01-10-17.  
 
El tracto gastrointestinal es esencialmente un tubo formado por cuatro capas de tejidos: 
un revestimiento mucoso, una capa submucosa de tejido conectivo en el que están 
embebidas los principales vasos sanguíneos del tubo, una capa muscular y una capa 
fibrosa. 
1- La mucosa es la capa más interna de la pared gastrointestinal, está en contacto 
con la luz o el espacio abierto del tubo, se denomina mucosa o capa mucosa. 
Está compuesta a su vez de tres capas. 
- Epitelio mucoso interno, denominado mucosa. 
- Una capa de tejido conjuntivo fibroso laxo, denominado lámina propia. 
- Unas delgadas capas de tejido muscular liso, denominada muscular de la 
mucosa (muscularis mucosae). 
2- La capa submucosa del tubo digestivo está compuesta por tejido conjuntivo y 
es más gruesa que la capa mucosa. Contiene numerosas glándulas pequeñas, 
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vasos sanguíneos y nervios parasimpáticos que forman parte del plexo 
submucoso (plexo Meissner). 
3- La muscular es una capa espesa de tejido muscular que envuelve la 
submucosa. Esta porción se caracteriza por una capa interna de músculo liso 
circular y otra externa longitudinal, entre estas dos capas encontramos situado el 
plexo de Auerbach o mientérico. 
4- La capa serosa es la más externa de la pared gastrointestinal y está constituida 
por una membrana serosa, que en realidad corresponde a la capa visceral del 
peritoneo (la membrana serosa que tapiza la cavidad abdominal y cubre sus 
órganos) (9) Figuras 2, 3.  
 
 
 
 
 
Figura 2. Organización de la pared del Intestino hacia 
capas funcionales. (Adaptación con autorización de 
Madara J. and Anderson J.: Textbook of Gastroenerology, 
4th ed.,pp151-165. Copyright Lippincott Williams and 
Wilkins, Philadelphia 2003). 
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Figura  3. Organización de la pared del Intestino hacia capas funcionales.( Adaptación con autorización de Madara J. and Anderson 
J.: Textbook of Gastroenerology, 4th ed.,pp151-165. Copyright Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia 2003).  
 
Un elemento a resaltar es la presencia de las células intersticiales de Cajal (ICC) que se 
han encontrado en todo el tracto gastrointestinal humano, desde el esófago (10, 11) 
hasta el esfínter interno del ano (12, 13). Estas células muestran diferentes patrones de 
organización y características morfológicas dependiendo de su localización anatómica, 
de tal manera que de acuerdo con estos criterios se clasifican en varios subtipos. La 
forma y disposición de cada subtipo de ICC se determina principalmente por su relación 
con los plexos nerviosos locales, la orientación de la capa de músculo liso en la que 
están contenidos, y la frecuencia de las conexiones entre ellos (14) Figura 4. 
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Figura 4.  Representación esquemática de los subtipos de ICC que se encuentran en las diferentes capas del tracto gastrointestinal. 
Células intersticiales de Cajal asociadas al plexo mientérico (ICCMP), submucoso (ICC-SMP), y muscular profundo (ICC-DMP); a 
la capa submucosa (ICC-SM), muscular circular (ICC-CM), muscular longitudinal (ICC-LM) y serosa (ICC-SS). Komuro, 2006 
(14). 
 
2.4 Escaso conocimiento del desarrollo embrionario /fetal y de la regeneración de 
las células musculares lisas a nivel del tracto gastrointestinal.  
A pesar de su crucial contribución a la función orgánica, poco se sabe sobre la 
ontogenia y los programas de desarrollo genético que impulsan la diferenciación de 
SMCs en vertebrados, ni de los procesos de su renovación en adultos.  Un desafío clave 
para estudiar los mecanismos de desarrollo y diferenciación de las SMCs surge de su 
complejo origen, ya que proceden de tipos de células aparentemente múltiples y a veces 
desconocidas, pudiendo derivar del mesodermo, de la cresta neural e incluso del órgano 
proepicardial (6). 
Las SMCs surgen de diversas poblaciones de células precursoras durante el desarrollo 
embrionario, y los mecanismos que especifican el fenotipo de células de músculo liso 
en cada una de estas poblaciones de células son en gran parte desconocidos (7). Las vías 
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moleculares que regulan su desarrollo a partir de precursores mesenquimales no se 
conocen suficientemente (8). No existen marcadores bien caracterizados disponibles 
para la identificación de los progenitores de SMC per se, que por definición, se 
especifican para un destino de músculo liso, pero no expresan proteínas marcadoras de 
SMC diferenciadas (15).  
La formación del tejido maduro se realiza a través de la diferenciación de precursores en 
células musculares, y mediante la organización de estas células en un  complejo tejido 
donde la distribución y la orientación de las células musculares, el despliegue de 
abundantes materiales extracelulares y la adición de  otros elementos celulares como 
células intersticiales, fibroblastos y vasos sanguíneos son características (16).  
La diferenciación de las células progenitoras musculares lisas está regulada por una gran 
variedad de estímulos intracelulares y ambientales, y los músculos en desarrollo 
exhiben un amplio espectro de fenotipos diferentes en distintas etapas de su desarrollo. 
Esta plasticidad fenotípica no sólo está presente en el músculo liso en desarrollo, sino 
que se mantiene durante la vida adulta del individuo. Hasta la fecha no se han 
identificado factores de transcripción que sean característicos para el linaje de células 
musculares lisas. Sin embargo, se ha demostrado que el factor de respuesta sérico regula 
la mayoría de los genes marcadores de diferenciación del músculo liso. También se ha 
comprobado que las células musculares lisas se desarrollan a partir de la división y 
diferenciación de células endoteliales y pericitos, durante el proceso de reparación 
después de una lesión vascular (3).  
Las células del músculo liso intestinal, son un componente crucial del tracto 
gastrointestinal del adulto y apoyan la diferenciación intestinal, el peristaltismo y la 
homeostasis epitelial durante el desarrollo. A pesar de estos roles, el origen y los 
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mecanismos responsables de su diferenciación y función siguen siendo ampliamente 
desconocidos en los vertebrados. Así como los mecanismos de regeneración/reparación 
en el adulto (17). 
2.5 Importancia de la Medicina Regenerativa como nuevo paradigma. 
 La nueva era de la Terapia Génica y la Medicina Regenerativa ha comenzado, y 
contribuirá a construir un nuevo paradigma de gran magnitud que pasa por el 
tratamiento y el cuidado de determinadas enfermedades empleando células, tejidos, 
moléculas y otros componentes biológicos, con el objetivo de restituir la forma, las 
funciones y las propiedades de los tejidos o, incluso, de órganos dañados. La evolución 
de estas áreas científicas emergentes está íntimamente relacionada con su comprensión 
y su aplicación, así como con las posibilidades que ofrece el conocimiento de las células 
madre, sus procesos de regulación y los factores ambientales que influyen en su 
diferenciación (8).  
Las enfermedades degenerativas causadas por lesiones traumáticas, defectos genéticos, 
el envejecimiento y el estilo de vida constituyen el problema sanitario más importante 
en los países desarrollados; enfermedades que tienen un efecto devastador en el 
bienestar y la calidad de vida de las personas afectadas. Una característica común es que 
en todas ellas aparecen dañados o ausentes ciertos tipos de células, lo que provoca la 
disfunción del correspondiente órgano o tejido (18). 
Actualmente la Medicina Regenerativa y la Terapia Celular se presentan como un nuevo 
paradigma de la medicina, donde se pretende sustituir o complementar la medicina 
paliativa más tradicional por otra que fomenta la capacidad del cuerpo a curarse a sí 
mismo, a partir del uso de células vivas como agentes terapéuticos, objetivo de la 
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Terapia Celular. En este campo ya se vienen haciendo intervenciones con éxito como es 
el trasplante de médula, o injertos de piel en quemados graves y existen otras 
aplicaciones potenciales de tratamientos en enfermedades malignas como el cáncer de 
mama, ovario, testicular, carcinoma renal, melanoma, tumores cerebrales primarios, 
enfermedad de Crohn, lupus eritematoso, diabetes, regeneración cardiaca y cirrosis (19).  
La estrategia que se utiliza depende de cuál sea más apropiada o de la naturaleza del 
tejido y de la extensión del daño a reparar. En general, el trasplante de células y la 
inducción farmacéutica de la regeneración se han utilizado para corregir deficiencias 
tisulares pequeñas, mientras que el tejido bioartificial se ha utilizado para corregir 
defectos tisulares de mayor tamaño (20). Por otra parte, y todavía en el terreno 
experimental, las células madre capaces de ser progenitoras de otros tipos celulares 
serían una fuente inagotable para reparar tejidos y órganos, y servir de terapia en 
enfermedades que tienen su base en la degeneración y muerte celular. Su utilización 
alberga grandes esperanzas médicas a medio plazo.  
Es importante comprender los desafíos o dificultades a los que se enfrentan los 
investigadores con células madres. El trasplante de intestino delgado rara vez se realiza 
clínicamente para el tratamiento del síndrome de intestino corto porque es difícil superar 
la poderosa respuesta de rechazo. Se espera que la medicina regenerativa pueda superar 
este problema (21, 22).  
2.6 Recuerdo de los mecanismos de regeneración celular. Célula Madre, Mitosis, 
Desdiferenciación/Transdiferenciación. 
Todos los órganos que integran el cuerpo, incluido el tracto gastrointestinal, se 
encuentran en constante estado de renovación tisular, producto del desgaste de su propio 
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funcionamiento y su participación en numerosos procesos sistémicos. Es de señalar que 
en todas sus porciones es víctima del efecto nocivo de gran número de sustancias, en 
especial drogas farmacológicas. 
La regeneración es un proceso de reparación que restaura la arquitectura original de un 
tejido al recapitular parte de su desarrollo embrionario original. Se lleva a cabo como un 
proceso de mantenimiento (regeneración homeostática) o cuando hay daños 
(regeneración inducida por lesiones) (23).   
El grado de habilidad regenerativa varía entre las especies. Los vertebrados en general 
regeneran tejidos tales como sangre, hueso, músculo y epitelio, mediante la 
proliferación y diferenciación de células madre de reserva o mediante hiperplasia 
compensatoria, como en el hígado. Pero en vertebrados no mamíferos como urodeles 
(salamandras y tritones) y algunos reptiles (lagartos) se puede regenerar una amplia 
gama de estructuras complejas mediante la creación de células madre locales por 
desdiferenciación celular (24). Sin embargo, hay varios informes que sugieren que, bajo 
ciertas condiciones, las células diferenciadas de mamíferos pueden ser inducidas a 
desdiferenciarse o, en un proceso relacionado, reprogramar sus núcleos para asemejarse 
a un estado de desarrollo anterior (1).  
La mayoría de los órganos de seres vertebrados, utilizan mecanismos de regeneración 
tisular (células madres adultas) para mantener la homeostasis y asegurar una reparación 
celular adecuada (25).  
Existen varios mecanismos de regeneración tisular en vertebrados: la hiperplasia 
compensatoria, activación de células madres adultas de reserva, la desdiferenciación de 
células maduras y la transdiferenciación. 
1- Hiperplasia compensatoria. 
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La hiperplasia compensatoria, a partir de procesos mitóticos, es la proliferación de 
células diferenciadas para regenerar tejido nuevo. La división celular por mitosis se trata 
de una división simétrica en la que se produce dos células hijas fenotípicamente y 
genéticamente idénticas entre sí. Puede ocurrir en las células de los individuos 
eucariontes tanto haploides como diploides.  
2- Activación de células madres adultas residentes o circulantes.  
En la vida embrionaria o fetal, existen subconjuntos de células limitadas por el linaje no 
totalmente diferenciadas, que se reservan como células madres adultas (ASCs, de su 
traducción del inglés Adults Stem Cell). Estas células pueden residir dentro de un tejido 
o circular en la sangre. Algunas intervienen en el crecimiento juvenil después del 
nacimiento y otras para la regeneración a lo largo de la vida (26, 27). Las ASCs tienen 
varias características; son autorrenovables y típicamente se dividen asimétricamente 
para dar lugar a una célula igual a sí misma que asegura la auto-renovación y otra célula 
que no es exactamente igual a la anterior y que se encuentra comprometida en una 
dirección tisular. Tienen diferentes grados de potencial desarrollo, dependiendo del 
tejido que sirven y/o donde se encuentren en la etapa de desarrollo de un linaje dado. La 
regeneración a través de ASCs es la vía más común de regeneración tisular (28, 29).  
La célula madre o stem cell tiene la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse para 
producir diversos tipos de células especializadas. Por su potencial de diferenciación, se 
clasifican en células totipotentes, pluripotentes o multipotentes. Existen células madres 
en el embrión, el feto y el adulto.  
La Terapia Celular consiste en sustituir células dañadas o ausentes, por células sanas. 
Algunas investigaciones recurren a células fetales en proceso de diferenciación; el 
futuro de estas células en el campo de la investigación es incierto, ya que su origen 
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plantea problemas éticos y, sobre todo, porque podrían sustituirse favorablemente por 
células adultas. Las células madres embrionarias, aisladas de embriones humanos, 
conservan la capacidad casi infinita para dividirse y algunas de sus líneas guardan sus 
propiedades pluripotenciales aun después de diez años de cultivo. Las células madre 
adultas son una alternativa para las células embrionarias. Si se confirma su plasticidad, 
se concebirá la reprogramación del destino de una célula madre, de tal forma que siga 
nuevas vías de diferenciación; proceso conocido como transdiferenciación (30, 31).  
3- Desdiferenciación. 
La desdiferenciación es una pérdida de especialización fenotípica que convierte las 
células adultas diferenciadas, en células madre, las cuales luego proliferan y se 
diferencian en tejidos de reemplazo (32). La desdiferenciación es un mecanismo 
relativamente común de regeneración en vertebrados inferiores. Los peces regeneran las 
aletas por desdiferenciación, y ciertas especies de lagarto pueden regenerar colas por 
este mecanismo. Los renacuajos anuros, las larvas y anfibios, utilizan la 
desdiferenciación para generar una amplia variedad de tejidos y estructuras complejas 
que los mamíferos no pueden regenerar, incluyendo extremidades, colas, lente, médula 
espinal, retina neural e intestino (33). 
4-Transdiferenciación. 
Otra opción que sigue la naturaleza para regenerar un tejido perdido o dañado es la 
transdiferenciación. El proceso de transdiferenciación requiere que una célula ponga 
en marcha mecanismos de desdiferenciación y rediferenciación que darán como punto 
final otro tipo celular. Ésta consiste en la transformación de una célula diferenciada 
disponible, en una célula con otras funciones o de diferente linaje que se necesita 
sustituir. 
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De forma natural la transdiferenciación ocurre en dos pasos: 
a. La célula se desdiferencia. 
b. Se activa el programa de desarrollo natural que permite que la célula se diferencie 
en el nuevo linaje celular que se necesita (34). 
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3. OBJETIVOS  
Por todo ello, en el presente trabajo de fin de máster se plantea como objetivo una 
profunda revisión bibliográfica sobre el estado actual en materia de regeneración del 
músculo liso a nivel gastrointestinal, y el diseño metodológico de lo que pretende ser un 
trabajo más ambicioso, consistente en la exploración de los mecanismos regenerativos 
descritos anteriormente a nivel del tracto gastrointestinal.  
1- Revisión bibliográfica (Estado del Arte). 
2- Diseño del proyecto posterior. (Objeto de tesis doctoral). 
 24 
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4. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA. ESTADO DEL ARTE. 
 
Tras realizar una revisión bibliográfica sobre los mecanismos de regeneración 
(descritos en el apartado “Introducción”) presentes en el músculo liso del tracto 
gastrointestinal, hemos encontrado escasa o poca literatura concluyente que arroje 
conocimiento sobre los mismos; de ahí que hayamos abierto el espectro a una búsqueda 
de los mecanismos observados en la regeneración de músculo liso en otras 
localizaciones fuera del tracto gastrointestinal, e incluso de otras estirpes musculares, 
que pueda servir como modelo en el diseño de nuestro proyecto a largo plazo.  
 
De este modo, la literatura consultada con respecto a los diferentes mecanismos podría 
ser resumida de la siguiente manera:   
1- Con respecto al primer mecanismo, la hiperplasia del músculo liso intestinal, fue 
descrita por Gabella, quien observó cómo las células musculares aumentan en número 
mediante mitosis de células completamente diferenciadas (35, 36). La aparición de 
mitosis y la degeneración de algunas SMC se observa ocasionalmente en cualquier 
músculo visceral y en todo momento de la vida, también, en hipertrofia por sobrecarga, 
en la que las células musculares viscerales pueden duplicar o triplicar su volumen (37). 
Los mecanismos implicados en el crecimiento hipertrófico son desconocidos. Se 
discuten tres posibles factores: factores mecánicos (especialmente el estiramiento), la 
descarga nerviosa alterada y los factores tróficos (38). 
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2- En relación al segundo mecanismo, la reserva y la activación de células madre 
adultas, no se ha demostrado que el intestino sea una fuente de SMCs; es decir, los 
precursores o células musculares indiferenciadas no se observan dentro del músculo 
para su posterior desarrollo (37), aunque no se puede descartar que la población de 
células madre circulantes pueda dar lugar a células similares a músculo liso. Sin 
embargo, la generación de nuevas células de músculo liso a partir de precursores 
mesenquimales ha sido bien documentada en diferentes lugares como el útero humano 
adulto. Estas células precursoras se han descrito como similares a miofibroblastos o 
células musculares inmaduras, que se convierten en células musculares diferenciadas 
durante la fase lútea o al inicio del embarazo (4). 
Por otra parte, existe alguna evidencia de que los pericitos y SMCs podrían originarse a 
partir de células madre mesenquimales multipotentes, aunque el origen de estas células 
murales y los cambios moleculares asociados con remodelación vascular mediada por 
pericitos todavía están mal entendidos (4, 5, 38).  
 
3- El tercer mecanismo de regeneración; la desdiferenciación. 
La desdiferenciación es un mecanismo por el cual la célula muscular lisa recupera un 
fenotipo de célula menos diferenciada, y se caracteriza por la pérdida de expresión de 
marcadores génicos de célula adulta tales como la SM α-actina, SM myosin heavy chain 
(SMMHC) y SM 22α (15). Éste es un proceso bien estudiado y documentado en 
cardiomiocitos y células musculares lisas vasculares; no en el caso de las células del 
músculo liso del intestino, donde hay poca literatura sobre la miogénesis. En este 
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sentido, destacaremos trabajos relacionados con el proceso de desdiferenciación en el 
tracto gastrointestinal en vertebrados mamíferos y no mamíferos. 
 En relación a las células musculares lisas vasculares, la desdiferenciación 
celular, se ha descrito en los mecanismos de reparación vascular. En el 
paradigma clásico, la lesión de la pared vascular induce diferenciación de células 
musculares lisas vasculares, su proliferación y migración, de la túnica media 
hacia la íntima, para la reparación tisular, en respuesta a una lesión o 
enfermedad (39).  De este modo, las células del músculo liso arterial cambian de 
un fenotipo contráctil a uno sintético caracterizado por la proliferación activa 
(39). En este sentido, es bien sabido que el músculo liso muestra una gran 
plasticidad fenotípica conocida como “modulación fenotípica”, lo cual hace 
referencia a la alteración de su fenotipo hacia otros menos diferenciados, en 
respuesta a estímulos extracelulares (40). La citada “modulación fenotípica” de 
las células musculares lisas vasculares es esencial para el desarrollo y la 
progresión de enfermedades vasculares tales como la arterioesclerosis o la 
estenosis (41). Este mecanismo de “modulación fenotípica” se ha documentado 
en cultivos “in vitro” de células musculares lisas arteriales, donde se observan  
cambios en la morfología celular y en la expresión de las isoformas de actina 
(42). Demostrándose una disminución en las expresiones de los marcadores de 
SMC: SM alfa-actina (alfa actina de músculo liso), SM MHC (cadena pesada de 
miosina de músculo liso) y SM 22 (proteína 22 α de músculo liso) (43). Por 
estas modulaciones del proceso de desdiferenciación, parece lógico pensar que 
la disminución en la síntesis de proteínas del citoesqueleto resulte en su 
desorganización, observable a nivel ultraestructural y en una modificación de su 
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perfil inmunocitoquímico (ICQ). De hecho, a nivel experimental se ha 
observado que después de varios días de cultivo, las contracciones en las células 
musculares lisas cesan y experimentan proliferación (43). 
 
 En cuanto a los cardiomiocitos, el proceso de desdiferenciación también se ha 
descrito en esta estirpe de células musculares. Teniendo en cuenta que la 
enfermedad cardiaca es la principal causa de muerte en el mundo occidental, la 
desdiferenciación de cardiomiocitos se encuentra actualmente en estudio y está 
asociada a la regeneración. Aunque su función es, en gran parte, desconocida. Se 
ha demostrado que la desdiferenciación de cardiomiocitos aumenta la resistencia 
al estrés y la supervivencia celular, (44) siendo un proceso adaptativo del 
miocardio, (45) más que una respuesta adversa. Aunque el corazón de los 
mamíferos no puede regenerarse vigorosamente después de que cesa la 
proliferación de cardiomiocitos, los cardiomiocitos posnatales se desdiferencian 
después de la lesión (46). Este proceso se caracteriza por desaparición de 
patrones altamente organizados de miosinas, titina y desmina, que favorecen la 
desorganización de los sarcómeros y generan un estado parecido el fenotipo de 
los cardiomiocitos embrionarios y fetales (47), que incluso reexpresan 
marcadores de cardiomiocitos embrionarios como alfa-actina de músculo liso 
(46, 48). Szibor et al. (49) resumen la remodelación de cardiomiocitos como: re-
estructuración del aparato contráctil; reordenamiento del citoesqueleto; y 
cambios en el metabolismo energético; modulaciones caracterizados por 
cambios en la expresión de genes específicos de cardiomiocitos “maduros” e 
“inmaduros”. En otros ordenes filogenéticos como en el pez cebra  (50) y en los 
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tritones anfibios (51), los cardiomiocitos se regeneran eficientemente después de 
la lesión (e incluso bajo ciertas condiciones, pueden re-expresar varios genes de 
células madre, -50-), existiendo una proliferación de cardiomiocitos 
desdiferenciados, que se rediferencian después de una fase de proliferación para 
recuperar un estado completamente funcional. Los mamíferos podrían haber 
adquirido vías de señalización que inhiben esta diferenciación completa (48). 
 
 En relación a la miogénesis de las células del músculo liso intestinal, 
(propósito del proyecto de investigación cuyo diseño se presenta en este 
trabajo), no existe gran evidencia bibliográfica.  
* En general, en el campo de la gastroenterología, se ha postulado que las 
condiciones micro-ambientales alteradas, incluida la microbiota, pueden 
desencadenar la remodelación del SMC entérico, que implica cambios 
fenotípicos y las consiguientes alteraciones de la contracción y deterioro de la 
motilidad intestinal. Este cambio se acompaña de una pérdida de diferenciación 
con disminución de la expresión de los marcadores contráctiles, así como una 
mayor proliferación, síntesis y liberación de varias moléculas de señalización 
(52, 53). 
* El proceso de desdiferenciación en el tracto gastrointestinal de vertebrados 
no mamíferos, es bien conocido (“in vivo”) en la especie Holothuria 
glaberrima (pepino de mar), donde la regeneración intestinal implica una 
notable desorganización de la capa muscular con desdiferenciación de miocitos. 
Esta desdiferenciación celular implica la activación nuclear, las interrupciones 
de las uniones intercelulares y la pérdida del aparato contráctil por la formación 
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y eliminación de estructuras fusiformes (54). Otros estudios histológicos 
basados en el marcaje de 3H-timidina, después de la sección transversal del 
tritón (55) y la rana adulta (56), indican que las células serosas y de músculo liso 
en cada extremo cortado del intestino, experimentan desdiferenciación y 
proliferan para formar un blastema mesenquimal que regenera las paredes 
intestinales. La formación del blastema representa una fase de transición en la 
que las células intestinales responden a la lesión con desdiferenciación para 
convertirse en células progenitoras embrionarias, que reponen el tejido dañado. 
El mecanismo de regeneración de anfibios por desdiferenciación es de 
importancia, ya que la comprensión de este mecanismo puede ofrecer 
información sobre cómo inducir químicamente la regeneración de tejidos en los 
mamíferos (33). Todos estos resultados podrían sugerir que parte del programa 
regenerativo que ocurre en los vertebrados no mamíferos permanecería en el 
intestino de los mamíferos y podría proporcionar una base para estudiar la 
desdiferenciación en las células musculares lisas del intestino de mamíferos. 
* Acerca del proceso de desdiferenciación en el tracto gastrointestinal en 
mamíferos, se ha encontrado escasa bibliografía. McGeachie (57) llevó a cabo 
un estudio ultraestructural sobre la regeneración de la musculatura lisa de la 
tenia del colon (del latín, “taenia coli”) del conejillo de Indias, después de una 
lesión por aplastamiento. Tras el análisis evolutivo del tejido, notificó la rápida 
regeneración del tejido muscular liso, y observó la presencia de pequeñas células 
con forma de huso que invadieron la zona lesionada, la mayoría de las cuales, a 
los 7 días del aplastamiento, habían asumido el tamaño y las características 
morfológicas de células musculares lisas. 
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En base a la revisión bibliográfica realizada, se puede afirmar que la miogénesis en el 
tracto gastrointestinal de los mamíferos sigue sin estar clara y, en particular, el proceso 
de desdiferenciación de las células del músculo liso a este nivel aún no ha sido descrito 
claramente desde el punto de vista morfológico e inmunocitoquímico, ni tampoco se 
han identificado células madre locales. 
Sin embargo, el conocimiento actual acerca del proceso de desdiferenciación en el 
tejido muscular liso (sobre todo vascular) permite plantear, como punto de partida en el 
estudio de la desdiferenciación del tejido muscular liso intestinal, varias premisas:  
- La modulación fenotípica en respuesta a estímulos extracelulares, se acompaña por 
una pérdida de diferenciación y disminución en la expresión de marcadores de proteínas 
del citoesqueleto (responsables de la contractilidad celular), lo que podría 
complementarse con una re-expresión de marcadores embrionarios (40, 42). 
Las SMCs provienen de poblaciones diversas de precursores celulares durante el 
desarrollo embrionario, y los mecanismos por los cuales se alcanza el fenotipo celular 
de músculo liso en cada una de estas poblaciones se desconocen en gran medida (58). 
No hay disponibilidad de marcadores bien diferenciados para la identificación de 
progenitores de SMCs, (19) y según refiere la bibliografía, entre los marcadores más 
utilizados, la cadena pesada de miosina de músculo liso (SM-MHC) parece ser la más 
específica. Ninguno de los marcadores restantes (α-SMA, SM22 α, SM-MHC, 
calponina, caldesmona, smoothelin y, más recientemente, miocardina), podrían 
considerarse estrictamente como específicos del músculo liso, debido a su expresión 
compartida en varios tipos de células relacionadas, incluyendo cardiomiocitos, células 
mioepiteliales, miofibroblastos, células estrelladas y fibroblastos activados (59). 
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La SM-MHC, presenta tres isoformas: SMI, SM2 y SMemb. SMI se expresa en células 
musculares lisas adultas y embrionarias, SM2 lo hace sólo en células adultas mientas 
que SMemb es expresada sólo durante la embriogénesis. SMemb parece específica para 
el fenotipo embrionario (60). Por lo que se seleccionó este marcador para el estudio 
inmunohistoquímico del proyecto de investigación expuesto a continuación; así como el 
marcador Myo D, por ser un factor de regulación miogénica.  
 
Por último, es de interés distinguir el proceso de Desdiferenciación, del proceso de 
Apoptosis. Una célula apoptótica clásica tiene una morfología muy distintiva: la 
cromatina se condensa alrededor de la membrana nuclear y con frecuencia aparece en 
forma de media luna. Sin embargo, en el proceso de desdiferenciación, nunca se ha 
observado la condensación de la cromatina en cuerpos apoptóticos, y,  por el contrario, 
el núcleo celular parece presentar actividad transcripcional (61).
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5. DISEÑO DEL PROYECTO 
5.1-Hipótesis 
 En la búsqueda bibliográfica acerca de los conocimientos sobre la 
regeneración/reparación de las células de musculatura lisa a nivel del tracto 
gastrointestinal y de sus mecanismos de regeneración celular en general, se puede 
deducir, resumir y concretar las siguientes hipótesis. 
Se desconoce con exactitud los mecanismos de regeneración de las células musculares 
lisas a nivel del tracto gastrointestinal “in vivo”. Una posible hipótesis sería, además de 
cierta capacidad mitótica de dichas células, la existencia en el adulto de células 
indiferenciadas o poco diferenciadas capaces de convertirse bajo determinadas 
circunstancias en células musculares lisas. Quizás las propias células musculares sufran 
un proceso de desdiferenciación que les facilitara recuperar características de células 
musculares menos diferenciadas antes de sufrir de mitosis; e incluso tampoco podemos 
excluir la presencia de otras poblaciones celulares que, tras un proceso de 
transdiferenciación, se encaminaran hacia células musculares lisas. 
5.2-Objetivos 
Centrado en la búsqueda de evidencias compatibles con procesos 
regeneración/reparación tisular de desdiferenciación descritos en la bibliografía, nos 
planteamos los siguientes objetivos:  
1. Explorar la existencia de células adultas precursoras de células musculares lisas. 
2. Caracterizar el nicho tisular de dichas células. 
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3. Explorar el proceso de desdiferenciación de células musculares lisas maduras e 
incluso la transdiferenciación de otras estirpes celulares locales en células musculares 
lisas; ambos procesos compatibles con la existencia de progenitores. 
                                                                                                                                                                               
5.3-Método experimental y fases de trabajo  
3-1  DISEÑO EXPERIMENTAL 
Para la consecución de los objetivos anteriores nos planteamos realizar un estudio de 
tipo experimental y observacional a 4 años; que será abordado en diferentes fases en las 
que utilizaremos una combinación de distintas metodologías de la siguiente manera: 
1- En una primera fase se pretende caracterizar los posibles mecanismos de 
regeneración incluidas las posibles células progenitoras y la identificación de  
mediantes técnicas histoquímicas, inmunohistoquímicas y de microscopía 
electrónica.  
2- En una segunda fase se plantea aislar estas células mediantes técnicas de 
separación celular (FACS: Inmunofluorescence activited cell sorting). 
3- En una tercera fase se pretende cultivar y conseguir la proliferación de estas 
células progenitoras. 
4- En la cuarta fase, se buscaría la caracterización fenotípica de dichas células en 
las diferentes fases de crecimientos en cultivos celulares. 
Puesto que tratamos de buscar evidencias sobre los mecanismos de 
regeneración/reparación del músculo liso, el diseño experimental parte de la obtención 
de fragmentos intestinales de animales de experimentación y de biopsias humanas, 
sobre los que se realizarán las técnicas que expondremos a continuación. 
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Como animales de experimentación utilizaremos: 
 Ratones CD1 y ratas Wistar utilizados como modelo ya que de ellos existen 
diferentes animales transgénicos comercializados, que pueden proporcionarnos 
datos complementarios; así como conejos de experimentación. De estos 
animales utilizaremos tres grupos de edad: recién nacidos, jóvenes y adultos 
para valorar el índice de regeneración en función de la edad.  
 
Durante la extracción de los fragmentos intestinales, se tomarán muestras de las 
diferentes partes del tubo digestivo: esófago, estómago, intestino delgado (duodeno, 
yeyuno, íleon) e intestino grueso (ciego, colon, recto). 
Con relación a las muestras humanas utilizaremos: 
 Fragmentos intestinales humanos obtenidos de piezas de resección quirúrgica 
enviadas a biopsiar al Servicio de Anatomía Patológica del Hospital clínico 
Lozano Blesa, asegurándonos de que la patología por la que ha sido remitido al 
centro no afecta al correcto funcionamiento ni a la motilidad intestinal. Los 
fragmentos utilizados provienen de los extremos distales de resección en los que 
el patólogo habrá definido la falta de alteración morfológica. Todas las muestras 
serán recogidas tras informe consentido de los pacientes. 
 
Tanto para la obtención de muestras animales como humanas se solicitarán los 
preceptivos permisos a la Comisión Ética Asesora para la Experimentación Animal 
de la Universidad de Zaragoza y al Comité Ético de Investigación Clínica de Aragón 
(CEICA). 
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3-2 MÉTODO EXPERIMENTAL Y FASES DEL ESTUDIO 
El estudio experimental se llevará a cabo en las siguientes fases como se ha mencionado 
anteriormente, según la metodología experimental utilizada: 
1ª FASE: Las células progenitoras  de células musculares lisas, presentarán una 
combinación de marcadores de diferenciación que nos permitirá su identificación 
tisular.  Lo mismo ocurrirá con procesos de disferenciación en los que las células 
musculares lisas deberían expresar marcadores de estadios menos diferenciados. 
Podremos así realizar también una valoración cuantitativa inicial para conocer si 
partimos de una población celular suficiente para intentar su aislamiento en la fase 2. 
Metodología experimental: Caracterización inmunohistoquímicas "in situ" de estas 
células progenitoras utilizando marcadores específicos de células madre 
mesenquimales: CD73, CD90, CD 105, y por otra parte marcadores de precursores de 
células musculares lisas gastrointestinales: SMemb y MyoD, en combinación con 
marcadores específicos de proliferación (Ki67, BrdU). 
Para ello utilizaremos: 
 Técnicas inmunohistoquímicas sobre cortes de parafina. Método “En Vision” 
 Técnicas de inmunofluorescencia sobre cortes de parafina, utilizando 
anticuerpos secundarios unidos a fluoróforos de distinta longitud de onda para 
poder establecer la colocalización de los distintos anticuerpos primarios 
mediante microscopía confocal. 
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MÉTODO “EN VISION” 
Se realizará tal, como se describe en el Trabajo Final de Master de Doña Carmen Bergas 
(62) que recoge el protocolo utilizado en el Departamento de Anatomía e Histología 
Humanas por el Grupo de Investigación B83: “Neurobiología: Células Madre Adultas” 
dirigido por la Profesora Doctora Concepción Junquera, de la siguiente manera: 
El método “En Vision”, es un método inmunohistoquímico desarrollado por la casa 
Dako, con una alta sensibilidad, y que puede aplicarse tanto a secciones de tejido 
incluidas en parafina como a secciones de tejido congelado. Esta técnica “En Vision” se 
basa en la unión del anticuerpo secundario a un polímero de dextrano de gran tamaño, 
que puede llevar asociadas hasta ocho moléculas de peroxidasa, lo que amplía 
enormemente la señal. Las piezas se fijarán de 6 a 12 horas en una solución de 
formaldehído al 10%, neutralizado con metanol purísimo (Panreac 143091). Una vez 
fijadas, se pasan directamente (sin lavar) al alcohol, para seguir el proceso estándar de 
inclusión en parafina. Los cortes se recogen en portas gelatinizados, se dejan secar toda 
la noche y al día siguiente se meten en estufa a 56ºC durante unos minutos. Se llevan a 
xilol 20 minutos (dos pasos de 10 minutos cada uno), para seguir la rehidratación de 
forma convencional. 
Técnica: método En Vision DAko®. Para una mejor recuperación antigénica se 
colocan las preparaciones en un cestillo dentro de una olla a presión, en la que se pone: 
200cc de tampón citrato (Dako S2031) + 1800cc de agua destilada; es importante 
controlar el pH = 6 con NaOH 0.2 M. Cuando se inicia la ebullición se cuentan 3 
minutos, se enfría hasta perder presión y se deja 20 minutos más; después se lavan los 
cortes con agua destilada durante 3 minutos. 
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La peroxidasa endógena se inhibe con un bloqueante (Dako S2001), colocando una gota 
encima de cada corte, y lavando en PBS o solución tampón buffer (3 lavados de 3 
minutos cada uno). Se diluye el anticuerpo primario, según concentraciones indicadas, 
utilizando el diluyente de anticuerpos (Dako S2022), y se pone unan gota del anticuerpo 
primario encima de cada corte. Se incuba de 30 minutos a 2 horas en cámara oscura. 
Después de 3 lavados de 3 minutos cada uno en PBS, se coloca una gota del anticuerpo 
secundario, conjugado con el polímero enzimático, encima de cada corte (Dako K5007) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Realizados 3 lavados en PBS de 3 minutos 
cada uno se procede al revelado mediante DAB (Diaminobencidina) 1 ml + cromógeno 
1 μm (Dako K3468) colocando una gota encima de cada corte durante 10 minutos. 
Después de 3 lavados en agua destilada, se contrasta el tejido con hematoxilina de 
Harris 10 segundos, para, a continuación deshidratar los cortes y montar con DPX. 
INMUNOFLUORESCENCIA 
Para la realización de esta técnica utilizaremos piezas previamente incluidas en parafina, 
realizaremos los cortes histológicos que tendremos que desparafinar y rehidratar. Para 
ello realizaremos una serie de pasos, que consisten en sumergir la pieza en soluciones 
por un periodo de tiempo determinado. En primer lugar, introduciremos los portas en 
Xilol 2 veces durante 10 minutos, continuamos con pases en Alcoholes de 100º, 96º y 
70º respectivamente con una duración de 4 minutos y lavamos con PBS (Phosphate 
Buffered Saline) dos pases de 3 minutos de duración. Concluida esta primera fase 
proseguimos a la fijación en metanol durante 5 minutos, dejamos secar 20 minutos y 
volvemos a lavar en PBS en 3 pases de 5 minutos y seguidamente lavamos en buffer 
bloqueantes (PSB+Triton BSA), 2 pases de 15 minutos.  Realizaremos una incubación 
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con una mezcla de los anticuerpos primarios con un tiempo máximo de 20 horas, 
lavamos nuevamente en PBS 3 pases de 5 minutos, preparamos incubación con mezcla 
de anticuerpos secundarios fluorocromos durante 90 minutos, continuaremos con lavado 
en PBS en 3 pases de 5 minutos, incubación con DAPI (marca DNA) 1 minuto, 
volvemos a lavar en PBS en 3 pases de 5 minutos y finalmente montamos en solución 
Dako para inmunofluorescencia.  Figura 5. 
 
 Figura 5. Equipamiento de laboratorio para tinción de muestras 
 
2ª FASE: Las células progenitoras deberán presentar características ultraestructurales 
de células indiferenciadas (núcleo voluminoso, escaso citoplasma, etc…), 
fenotípicamente podrán distinguirse de las células diferenciadas de su entorno. En los 
procesos de desdiferenciación también deberán observarse modificaciones morfológicas 
de las células musculares lisas conducentes a adquirir características fenotípicas de una 
célula mesenquimal. Este proceso implica la pérdida del fenotipo contráctil y la 
activación nuclear para preparar la célula para la proliferación o una posible transición a 
un tipo de célula mesenquimal. 
Metodología experimental: Caracterización ultraestructural de dichas células 
mediante la observación de: 
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 Cortes semifinos realizados en ultramicrotomo teñidos con azul de toluidina, 
como fase previa para retallar y realizar cortes ultrafinos de células previamente 
seleccionadas. 
 Desarrollo de la técnica de inmuno-oro para determinados anticuerpos (CD73, 
CD90, CD105, SMemb y MyoD) para el marcaje positivo de las células 
precursoras  musculares, así como las desdiferenciadas; técnica que permitirá la 
correlación entre microscopía electrónica e inmunohistoquimia a través del 
marcaje con oro coloidal. 
 
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA (M.E.) 
Se realizará, tal como se describe en el Trabajo Final de Máster de Doña Carmen Bergas 
(62), de la siguiente manera: 
Las piezas de tejido para M.E., se retallan controladamente bajo lupa y se fijan en 1 ml 
de glutaraldehído al 25% + 4 ml de solución de tampón Millonig (fosfato monosódico al 
2.26%, hidróxido sódico al 2.5%, glucosa al 5.4%, cloruro cálcico al 1%) a pH=7.3. Las 
piezas permanecen en esta mezcla de 4 a 5 horas a temperatura de 4ºC tras las cuales, se 
lavan durante 20 minutos con solución de tampón de Millonig; después pueden 
permanecer en la nevera durante meses. 
La inclusión de las piezas se realiza durante 5 días de la siguiente manera: 
PRIMER DÍA: fijación durante 2 horas en Fijador de Palade (una parte de 
solución de osmio al 2%, una parte de solución tampón). La solución de osmio 
supone 1 gr de osmio, 25 ml de agua destilada; se realiza siempre bajo campana 
extractora por la gran toxicidad de los vapores, dejándola posteriormente en 
frasco de cristal oscuro herméticamente cerrada y a 4ºC. La solución tampón 
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supone 10 ml de acetato sódico al 1.904%, 10 ml de Veronal sódico al 2.58%, 10 
ml de ácido clorhídrico 0.1N y 20 ml de agua destilada. Seguidamente se lavan 
las piezas con tampón de Palade en 3 tandas de 15 minutos cada una. Se procede 
a la inmersión en cubetas de acetona de gradación ascendente (30% durante 15 
minutos, al 50% 2 tandas de 15 minutos, 70% 2 tandas de 15 minutos). El 
contraste se realiza con acetato de uranilo (2 g de uranilo en 100cc de acetona al 
70%, se agita durante 1 hora completamente a oscuras), y se dejan las piezas 
hasta el día siguiente. Antes de ser utilizada la solución del acetato de uranilo 
debe ser centrifugada durante 20 minutos a 3000 revoluciones. 
SEGUNDO DÍA: se realiza la inmersión de las muestras en 2 tandas de acetona 
al 90% durante 15 minutos cada una, 2 tandas de acetona al 100% una de 15 
minutos y otra de 30 minutos, tras la cual se introduce en sulfato de cobre, en 
saturación con acetona al 100% durante 30 minutos. Posteriormente otros 30 
minutos en sulfato de cobre, 2 tandas de 60 minutos en óxido de propileno, en 
nevera y la inclusión en araldita I (endurecedor 10 ml + plastificante 0.15 ml + 
resina 10 ml). El proceso continúa con la inmersión en 3 partes de óxido de 
propileno + 1 de araldita I 120 minutos, 120 minutos en 2 partes de óxido de 
propileno + 3 partes de araldita I hasta el día siguiente. 
TERCER DÍA: inclusión en araldita I durante 30 minutos, 120 minutos incluida 
en araldita I en estufa a 50ºC, quedando las piezas inmersas en araldita hasta el 
día siguiente. 
CUARTO/QUINTO DÍA: inclusión en araldita II (endurecedor 10 ml, 
acelerador 0.4 ml, plastificante 0.15 ml, resina 10 ml) durante 30 minutos, a 
continuación en araldita II en 2 tandas, estufa a 50ºC durante 30 minutos y una 
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segunda tanda en estufa 60 minutos. Se incluyen en cápsulas, dejando en estufa a 
70ºC durante 48 horas como mínimo. Y por último, la salida de la inclusión, en 
la que se sacan los bloques de araldita con las piezas incluidas de las cápsulas y 
se las etiquetaba convenientemente según la rutina del laboratorio de 
microscopía electrónica. 
El tallado de los bloques se realiza con un piramidotomo, eliminando la araldita 
sobrante hasta llegar a la pieza, para el corte se utilizan cuchillas de vidrio con balsa 
recoge cortes. Los cortes semifinos, de 1-0.5 μm, se realizan con cuchilla de diamante, 
en un ultramicrotomo RMC (MT XC Biotecnology Tools, Arizona). Figura 6. 
 
                               Figura 6. Ultramicrotomo RMC (MT XC Biotecnology Tools, Arizona) 
La tinción de los cortes se realiza con gotas de azul de toluidina (agua destilada 50 ml, 
tetraborato de sodio 0.5 g, azul de toluidina 0.25 g, agitado durante dos horas y filtrado), 
colocadas en los cortes semifinos sobre plancha caliente.  
Se realiza una selección a microscopio óptico de los cortes semifinos y se realizan 
cortes ultrafinos a 600 Aº, se recogen en la balsa con la cuchilla en alcohol al 30% y se 
colocan en las rejillas de cobre de 200 retículas. 
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Se contrastan las muestras según el método Reynolds por inmersión en el reactivo de 
plomo (1.33 g de nitrato de plomo, 1.76 g de citrato sódico en 30 ml de agua destilada 
desionizada, 8 ml de hidróxido sódico 1N y se diluye hasta 50 ml pH=12) durante 5-30 
minutos y se lava con hidróxido sódico 0.02N de 2 a 5 minutos; posteriormente se lavan 
varias veces con agua destilada. 
La observación de las muestras obtenidas se realiza en un microscopio electrónico de la 
casa GEOL (JM-1010), acoplado a una cámara digital de la casa GATAN Inc. 
(Pleasanton, CA). 
INMUNO-ORO  POSTEMBEDDING 
Para la realización de esta técnica seguiremos una serie de pasos, según el protocolo 
diseñado para nuestro estudio, los cuales se describen a continuación: 
   Sobre cortes flotantes (50-70 µm) se aplica Borohidruro al 1% en H2O, 30 minutos٭: 
se puede hacer sobre las rejillas sumergiéndolas o colocadas en un soporte durante 15 
min. (Eliminar enlaces fijadores). Continuaremos durante todo el proceso sumergiendo 
la pieza en diferentes soluciones y niveles de concentración:   
• Ácido periódico 1% en H2O  (filtrar). (Eliminar resina) 10 minutos. 
• Lavar en H2O (filtrar) 3 pases de 3 minutos c/u. 
• Secar las rejillas con papel de filtro. 
• Metaperiodato sódico 2% en H2O  (filtrar). (Eliminar Os) 15 minutos. 
• Lavar en H2O (filtrar). 3 pases de 3 minutos c/u. 
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• Secar las rejillas con papel de filtro. 
*• Borohidruro al 1% en, H2O sino se aplicó antes. 30 minutos. 
• TBS: Tris-HCl 0.05 M pH 7.4 + NaCl 0.9% (filtrar). 3 minutos. 
• Incubar en Ovoalbúmina al 1% en TBS (filtrar). (Bloqueo) 30 minutos. 
• Lavar en TBS (filtrar).  2 pases de 10 minutos c/u. 
• Secar las rejillas con papel de filtro. 
• Incubar con lo diversos anticuerpos a sus correspondientes concentraciones en TBS 
con NGS 1%. Durante 2 horas. 
• Lavar en TBS (filtrar). 2 pases de 10 minutos c/u. 
• Lavar en TB (Tris-ClH 0.05M, pH 7.6) con 1% BSA y 0.5% Tween-20. Durante 10 
minutos. 
• Secar las rejillas con papel de filtro. 
• Incubar con los anticuerpos marcados con el oro coloidal en TB con 1% BSA y  
0.5% Tween-20. En oscuridad y ambiente húmedo. (no filtrar). Durante 2 horas. 
**INTENSIFICAR (opcional) 
• Lavar en H2O (filtrar). 3 pases de 5 minutos c/u. 
• Contrastar con Acetato de Uranilo (solución saturada en H2O, 10%) (filtrar). 
Durante30 minutos. 
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• Contrastar con Citrato de Plomo (filtrar). 10 minutos. 
Intensificación: 
• Lavar en H2O.  2 pases de 5 minutos c/u. 
• Lavar en PBS. 2 pases x 7 minutos. 
• Glutaraldehido 2% en PBS. 2 minutos. 
• Lavar con H2O. 4 pases de 5 minutos. 
• Intensificación con  plata, mezcla de Timm. (no filtrar). 1 minuto. 
• Contrastar con Acetato de Uranilo (solución saturada en H2O, 10%)  45 minutos. En 
oscuridad. 
• Lavar en H2O. 3pases de 5 minutos c/u. 
 
3ª FASE: El estudio "in vitro" permitirá valorar la capacidad proliferativa de estas 
células en cultivo. Si esta población es pluripotente la utilización de medios específicos 
de diferenciación o cocultivos con células productoras de determinados factores de 
crecimiento permitirán definir las distintas rutas que conduzcan a las células hasta su 
diferenciación final.  
Método experimental: Cultivos diferenciales y amplificación. Los cultivos se 
realizarán: 
 A partir de explanes de pequeños fragmentos de la capa muscular del intestino. 
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 Tras disgregación enzimática tisular. 
 A partir de poblaciones seleccionadas mediante sorting (FACS). 
CULTIVOS CELULARES  
Para llevar a cabo los cultivos de células “in vitro” y tratar de lograr el desarrollo de los 
distintos tipos de células para nuestro estudio, aplicaremos el siguiente protocolo: 
 • Lavar el intestino 5 veces en placas de Petri diferentes.  
• Trocear el tejido con tijeras estéril. 
• Lavar los fragmentos 3 veces en placas de Petri diferentes. 
• Incubación con colagenasa a 2,5mg/ml durante 30 minutos a 100 rpm y 37ºC+10µg de 
DNasa. Añadir 3 ml de medio con antibióticos (sin sueros) + 1 ml de colagenasa a 10 
mg/ml. Activación previa de la estufa 1 h a 37ºC.  
• Disgregar en campana con pipeta durante  10 minutos. 
• Filtrar a 40µm. 
• Centrifugar durante 2 minutos a 1000 rpm y 25ºC. Eliminar el sobrenadante. 
• Añadir 2 ml de medio con suero. 
• Centrifugar durante 2 minutos a 1000 rpm y 25ºC. Eliminar el sobrenadante. 
• Resuspender en 1 ml de medio de cultivo. 
• Sembrar a la densidad apropiada. 50 000 cel/cm2. Un requerimiento importante es 
cambiar el medio de cultivo cada 48 horas. 
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4ª FASE: El aislamiento de poblaciones celulares homogéneas de células progenitoras  
musculares es fundamental para realizar una caracterización genotípica de las mismas. 
   Metodología experimental: Aislamiento y análisis mediante citometría de flujo y 
FACS (fluorescent-activated cell sorting). 
 En intestino humano partiremos dos localizaciones distintas: biopsias realizadas  
de las dos capas musculares (longitudinal y circular). 
 En pequeños animales eliminaremos exclusivamente la mucosa, dado que el 
espesor de la pared intestinal  (aproximadamente 2 mm.) no permite un tallaje 
tan fino. 
Tras digestión enzimática y siguiendo protocolos convencionales las células serán 
seleccionadas por FACS mediante el análisis de marcadores de superficie utilizando 
cócteles antigénicos (como por ejemplo: CD73,  CD90, CD105, SMemb y MyoD), 
analizándose la distribución de las distintas poblaciones. 
FACS  
La técnica de FACS se realizará  en el  CIBA (Centro de Investigación Biomédica de 
Aragón), donde se llevarán a cabo todos los estudios pertinentes. 
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6. CONCLUSIONES:  
- Las células del músculo liso intestinal son un componente crucial del tracto 
gastrointestinal, que apoyan la diferenciación intestinal, el peristaltismo y la 
homeostasis frente a estímulos extracelulares. A pesar de estos roles fundamentales, los 
mecanismos responsables de su diferenciación, así como los mecanismos de 
regeneración/reparación en el adulto, siguen siendo desconocidos en los vertebrados-
mamíferos tal y como atestigua la escasa literatura encontrada al respecto en la 
búsqueda bibliográfica realizada en el presente trabajo. 
- El proyecto de investigación (cuyo diseño es planteado en las páginas previas), centra 
su objetivo principal en la búsqueda de evidencias acerca de los procesos de 
regeneración/reparación del tejido muscular liso intestinal, haciendo hincapié en el 
proceso de desdiferenciación como uno de los mecanismos de reparación del tracto 
gastrointestinal, junto con la hiperplasia, y la reserva de células madre adultas; ya que 
ninguno de los tres procesos son mutuamente excluyentes. 
- La consecución del presente proyecto de investigación, debería aportar luz no sólo a 
la  presencia de células desdiferenciadas en la pared del intestino, que participan en 
la remodelación  del músculo liso intestinal (lo cual parece demostrado), sino también a 
su potencial proliferativo.  
- La pérdida de funciones del tracto gastrointestinal está asociada a una alta tasa de 
morbilidad y mortalidad. El desarrollo de técnicas basadas en la biología y 
diferenciación celular,  podrían suponer un futuro prometedor para el campo de la 
regeneración del tejido intestinal, así como para la planificación de terapias efectivas.
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